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ADENOVIRUS RECOMBINANTS INTEGRATIFS , LEUR PREPARATION 
ET LEUR UTILISATION THERAPEUTIQUE • 

La presente invention concerne des vecteurs recombinants d'origine virale et 
leur utilisation therapeutique. Plus partidulierement, elle concerne des adenovirus 
recombinants comportant une cassette capable de s'integrer dans le genome des 
cellules infectees. L f invention concerne egalement la preparation de ces vecteurs, les 
compositions pharrnaceutiques les contenant et leur utilisation pour le transfert de 
genes in vitro, ex vivo et in vivo, notamment dans le cadre de therapies genique et 
cellulaire. 

La therapie genique et cellulaire consiste a corriger une deficience ou une 
anomalie (mutation, expression aberrante, etc) ou a assurer l'expression d'une proteine 
d'interet therapeutique par introduction d'une information genetique dans la cellule ou 
l'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit in vitro dans une 
cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduite dans I'organisme, 
soit directement in vivo dans le tissu approprie. Differentes techniques ont ete decrites 
pour le transfert de cette information genetique, parmi lesquelles des techniques 
TuveTses~tfe — transfecrton~i^ 

(Pagano et aL, J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines nucleates (Kaneda et al. f 
Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et aL, PNAS 84 (1987) 7413), 
20 d'ADN et de polylysine, l'emploi de liposomes (Fraley et aL, J.Biol.Chem. 255 (1980) 
10431), etc. 

Plus recernment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes 
est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physicochimiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter 

25 certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus adeno-asspcies, et les adenovirus. Toutefois, les vecteurs 
viraux developpes jusqu'a present ne permettent pas de resoudre de maniere 
satisfaisante toutes les difficultes liees au transfert de genes dans les cellules et/ou 
I'organisme. Ainsi, Tadenovirus, qui possede des proprietes attray antes pour le 

30 transfert de genes (possibility de produire des titres eleves, faible pathogenicity) est un 
virus extrachromosomique. De ce fait, dans les cellules en division, le virus 
recombinant est dilue au cours des generations et finit par disparaitre totalement des 
cellules filles. En revanche, alors que les vecteurs retroviraux ou derives des virus 
adeno-associes (AAV) sont capables de s'integrer dans le genome des cellules qu'ils 
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infectent, ils ne peuvent etre produits en quantites elevees, ni par exemple incorporer 
des transgenes de taille import ante. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces problemes. La 
presente invention reside en effet dans la mise au point de vecteurs recombinants 
5 utilisables en therapie genique, possedant les proprietes d'infection d'un vecteur 
adenovirus recombinant et permettant Tintegration d'une sequence heterologue dans le 
genome de la cellule ou Torgane infectes. 

Un premier objet de Finvention concerne plus particulierement un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une cassette capable de s'integrer dans le 
10 genome des cellules infectees. 

Generalement, la cassette comprend une sequence d'ADN desiree, le plus 
souvent heterologue vis-a-vis de Tadenovirus, et des elements permettant son 
integration dans le genome des cellules infectees. De maniere avantageuse, les 
elements permettant Integration sont d'origine virale. Ainsi, les vecteurs de 
15 Tinvention combinent des proprietes de deux types de virus : les adenovirus et les 
virus integratifs. 

Les vecteurs de Tinvention sont particulierement avantageux puisqu'ils 
peuvent etre produits avec des titres eleves, ne sont pas pathogenes, possedent un 
large spectre d'hote, sont capables d'incorporer des sequences d'ADN heterologue de 

20 taille impcrtante, et d'integrer lesdites sequences dans le genome des cellules infectees. 

De plus, les vecteurs de Tinvention permettent de limiter les risques de 
dissemination de la sequence d'ADN que Ton desire transferer a la cellule ou 
Torganisme. Une fois celle-ci integree dans le genome, elie ne peut plus etre excisee et 
incorporee dans une particule virale infectieuse. 

25 En outre, les vecteurs de Tinvention permettent avantageusement de 

transferer aux cellules une sequence d'ADN totalement depourvue de genes viraux. En 
effet, la cassette permettant Tintegration dans le genome peut etre totalement 
depourvue de toute sequence codante d'origine virale. Les seules regions virales qui 
peuvent etre introduces sont les elements d'integration. 

30 Par ailleurs, selon la construction utilisee, les. vecteurs de Tinvention 

permettent une integration de la sequence d'ADN heterogue en un site precis du 
genome de la cellule infectee, et sans cytotoxicite. 

Preferentiellement, les elements permettant Tintegration de la cassette sont 
constitues par une ou plusieurs sequences terminates repetee-inversees. Encore plus 
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preferentiellement, les elements permettant 1'integration de la cassette sont constitues 
par une ou plusieurs sequences terminales repetee-inversees d'un virus adenoassocie 
(AAV). 

Un objet prefere de l'invention concerne done un adenovirus recombinant 
5 defectif comprenant une cassette contenant au moins une sequence terminale repetee- 
inversee d'AAV et une sequence d' ADN heterologue. 

La demanderesse a en effet montre que, de maniere particulierement 
avantageuse, il est possible d'utiliser les proprietes d'integration de l'AAV ("adeno- 
10 associated virus") pour construire un vecteur viral selon l'invention, tel que defini ci- 
dessus. 

Les AAV, comme les adenovirus, sont des virus pathogenes benins des 
voies aeriennes. En l'absence de virus auxiliaire, les AAV possedent la propriete de 
s'integrer de fa?on stable, sous forme d'un provirus, en un site preference! du 

15 genome des cellules humaines (region du chromosome 19). Le genome des AAV a 
ete clone, sequence et caracterise. II comprend environ 4700 bases, et contient a 

chaque-extremiteame-regionjtennm (ITR) de 145 bases environ. 

Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions 
d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le gene reg implique dans la 

20 replication virale et l'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui 
contient le gene cap codant pour les proteines de capside du virus. 

Les regions terminales repetee-inversees (ITR) des AAV servent d'origine 
de replication pour le virus, et sont egalement responsables de l'integration du virus 
dans le genome des cellules infectees. II a maintenant ete montre qu'il est possible 

25 d'introduire une ou plusieurs de ces ITRs sur un adenovirus recombinant pour cibler 
l'integration d'une sequence d'ADN heterologue sur le chromosome d'une cellule 
cible, et ameliorer ainsi la stabilite d'expression dans le temps. La demanderesse a en 
effet montre que ces sequences peuvent etre introduites dans le genome d'un 
adenovirus, qu'elles conservent leur fonctionalite dans un contexte adenoviral, et 

30 qu'elles peuvent etre utilisees en therapie genique ou cellulaire pour integrer dans des 
cellules humaines de fagon stable une sequence introduite via un adenovirus. De 
plus, ces virus hybrides de l'invention peuvent etre prepares a des titres comparables 
a ceux de l'adenovirus (tres superieurs a ceux obtenus avec l'AAV), permettant de 
multiples applications therapeutiques. 
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Dans un premier mode de realisation, la cassette d'integration selon 
Tinvention ne comporte qu'une seule ITR d'AAV, liee a la sequence d'ADN 
heterologue. II a en effet ete montre qu'une seule ITR d , AAV est suffisante pour 
induire Tintegration de la sequence heterologue. Dans ce mode de realisation, 1'ITR 
5 peut etre localisee en aval ou en amont de la sequence d'ADN heterologue (figures la 
etlb). 

Avantageusement, Tadenovirus selon Tinvention comprend une cassette 
contenant au moins une sequence d'ADN heterologue bordee de deux ITR d'AAV 
(figure lc). Ce mode de realisation est particulierement avantageux puisque 
10 l'efficacite d'integration est tres importante. 

Comme indique ci-avant, le genome des AAV comprend 2 ITR, localisees a 
ses 2 extremites : une ITR 5' localisee a l'extremite gauche, et une ITR 3' localisee a 
Textremite droite. La sequence de ces ITR est identique, et elles sont orientees en 
sens inverse l'une de Tautre. Par ailleurs, dans certains cas, la structure des ITR peut 
15 etre modifiee par des rearrangements, mais la composition en base n'est pas alteree. 
Pour la realisation des vecteurs de Tinvention, il est possible d'utiliser indifferemment 
une ou plusieurs de ces ITRs. 

Dans un mode particulierement avantageux de Tinvention, la cassette 
20 comprend une sequence d'ADN heterologue bordee d'une ITR 5' et d'une ITR 3' 
d'AAV. 

Les ITR d'AAV peuvent etre obtenues de differentes fagons. Elles peuvent 
tout d'abord etre isolees a partir du genome d'un AAV, par les techniques classiques 

25 de biologie moleculaire (voir notamment WO91/18088, WO93/09239). Comme 
indique ci-dessus, ces sequences possedent environ 145 pb, sont localisees aux 
extremites du genome de TAAV, et peuvent etre excisees au moyen d'enzymes de 
restriction appropriees. A cet egard, elles peuvent etre isolees a partir des differents 
serotypes d'AAV, tels que notamment les AAV1, AAV2, AAV3 et AAV4. Par 

30 ailleurs, la sequence des ITR etant connue, elles peuvent aussi etre synthetisees 
artificiellement, au moyen de synthetiseurs d'acides nucleiques, ou obtenues par des 
techniques mixtes (isolement a partir du genome, puis elongation par des techniques 
de synthese). Enfin, ces ITR peuvent egalement etre modifiees par toute technique 
connue de Thornme du metier (biologie moleculaire, chimie, enzymologie, etc), dans 
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le but d'ameliorer leur fonctionalite, de reduire leur taille, d'augrnenter leur stabilite 
apres integration ou leur specificite d'integration, etc. En particulier, elles peuvent 
etre modifiees par mutation, deletion et/ou addition de paires de bases, selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. 
5 Avantageusement, dans les adenovirus de l'invention, la ou les ITR utilisees 

sont des ITR d'AAV-2. 

Les ITR utilisees dans la presente invention peuvent comprendre uniquement 
les sequences necessaires et suffisantes a I'integration dans le genome des cellules 
(ITR stricte). Concernant les AAV, les ITR strictes correspondent aux 145 pb situees 

10 de part et d'autre du genome (SEQ ID n° 4). Cependant, les ITR utilisees peuvent 
egalement comprendre des sequences supplementaires, par exemple des sequences 
adjacentes du genome de 1'AAV, et/ou des deletions, dans la mesure ou ces sequences 
et/ou deletions ne suppriment pas la capacite d'integration de la cassette. Ainsi, elles 
peuvent etre isolees sous forme de fragments de longueur plus grande (par exemple 

15 jusqu'a 1000 pb), qui peuvent etre utilises tels quels, s'ils ne suppriment pas la 
capacite d'integration de la cassette, ou prealablement digeres pour reduire leur taille 
(voir par exemple SEQ ID n° 1-3 + 5). 

Pour determiner si la ou les sequences cHoisies peuvent perTnettfe~l l int6gration _ 
dans le chromosome, il est par exemple possible de transfecter une lignee cellulaire 

20 humaine (par exemple Hela ou 293) d'une part avec un plasmide portant un gene de 
selection de type neoR entre les sequences a tester ou a cote de la sequence a tester et 
d'autre part avec un plamide temoin portant le meme gene de selection sans lesdites 
sequences, de selectionner des clones par ajout de l'antibiotique G418, puis de 
comparer entre les deux types de transfections le nombre de clones obtenus. La 

25 frequence d'integration obtenue avec la ou les sequences test doit etre superieure a 
celle obtenue par simple selection, pour que lesdites sequences soient utilisables. 

Une autre maniere de tester la capacite d'integration des sequnces est de 
transfecter la meme lignee d'une part avec un plasmide portant un gene marqueur 
(ex. Bgal) entre les sequences a tester et d'autre part avec un plamide temoin portant 

30 le meme gene marqueur sans lesdites sequences, et de comparer au fur et a mesure 
des passages l'activite enzymatique entre les deux transfections; l'activite devant 
diminuer de fagon exponentielle dans les transfections temoin et rester plus stable 
dans l'autre. A cet egard, les cellules "integrantes" exprimant la Bgal peuvent etre 
reperees, apres fixation, par coloration Xgal. 
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Quelle que soit la sequence de 1'ITR utilisee, il est particulierement 
avantageux qu'elle soit depourvue de sequence virale codante. En effet, cela permet 
d'eviter d'introduire dans le genome des cellules des regions virales capables de coder 
pour tout ou partie de messagers ou proteines viraux, potentiellement toxiques ou 
5 immunogenes. 

Pour la preparation des vecteurs de Tinvention, il est done particulierement 
prefere d'utiliser une ou plusieurs ITR depourvues de sequence virale codante. 

Dans les cassettes de l'invention, la sequence d'ADN heterologue et la ou les 
ITR doivent etre agencees de maniere a permettre l'integration de la cassette dans le 
10 genome de la cellule infectee. Elles peuvent etre soit directement jointes, soit 
espacees par des sequences n'alterant pas la propriete d'integration de la cassette. En 
particulier, il peut s'agir d'un ou plusieurs sites de restriction, de regions issues d'un 
plasmide utilise lors de la construction (exemple : plasmide bacterien), ou de toute 
region neutre, etc). 

15 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de l'invention contiennent une cassette 
permettant l'integration d'une sequence d'ADN heterologue dans le genome de la 
cellule infectee. La sequence d'ADN heterologue peut etre toute sequence dont le 
transfert dans une cellule ou un organisme est desiree. 

20 De maniere avantageuse, la sequence d'ADN heterologue contient un gene 

therapeutique. Au sens de l'invention, on entend par gene therapeutique notamment 
tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code .peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (e'est-a-dire un produit qui est 

25 norrnalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par exemple de pallier 
une expression insuffisante dans la cellule ou l'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 

30 cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egaiement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une 
proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente 
dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une reponse 
immunitaire. 
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Parmi les prcxiuits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance (erythropoietine, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, etc), les neurotransmetteurs 
5 ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs trophiques : BDNF, CNTF, 
NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, HARP/pleiotrx>phine, etc; les 
apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou une 
minidystrophine (FR 9111947), la proteine CFTR associee a la mucoviscidose, les 
genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, Rapl A, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les 
10 genes codant pour des facteurs impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, 
les genes intervenant dans la reparation de l'ADN, les genes suicides (thymidine 
kinase, cytosine deaminase), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler l'expression de 

15 genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 

eellulaires-et-bloquer-ainsi-leur trariiictioii-eiiproteine._selon l a technique decrite dans 

le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences codant pour 
des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN cibles (EP 321 

20 201). 

Le gene therapeutique peut egalement comporter une ou plusieurs sequences 
codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thomme ou l'animal une 
reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre de invention, les 
adenovirus recombinants peuvent etre utilises pour la realisation soit de vaccins soit 
25 de traitements immunotherapeutiques appliques a 1'homme ou a l'animal, notamment 
contre des microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de 
peptides antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de 
Thepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 



30 



En outre, avantageusement, la sequence d'ADN heterologue peut comporter 
en plus du gene therapeutique, un gene marqueur, tel que par exemple le gene de la 
B-galactosidase ou le gene neo. Les adenovirus de l'invention dans lesquels la cassette 
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comporte deux genes (un gene therapeutique et un gene marqueur notamment) sont 
particulierement interessants car leur construction est largement facilitee. 

Preferentiellement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
sequences permettant Texpression du gene therapeutique dans la cellule ou l'organe 
5 desire. II peut s'agir des sequences qui sont naturellement responsables de l'expression 
du gene considere lorsque ces sequences sont susceptibles de fonctionner dans la 
cellule infectee. II peut egalement s'agir de sequences d'origine differente 
(responsables de Texpression d'autres proteines, ou meme synthetiques). Notamment, 
il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il 

10 peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire 
infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un 
virus. A cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, 
CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 
par addition de sequences d'activation, de regulation, ou conferant au gene d'interet 

15 une specif icite d'expression tissulaire. 

Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut egalement comporter une 
sequence signal dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voies de 
secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal 
naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir de toute autre 

20 sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention sont des adenovirus 
incapables de se repliquer de facon autonome dans la cellule cible. Generalement, le 
genome des adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est 

25 done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la 
cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit 
rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et notamment par 
la cassette. Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de 
son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des particules virales. 

30 II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 

varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi les adenovirus 
d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut citer les 

35 adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology 
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75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 
preference, ['adenovirus d'origine animale est xin adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. 

De preference, on utilise dans le cadre de l'invention des adenovirus 
d'origine humaine ou canine ou mixte. 



Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de l'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 

10 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils 
peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un 
plasmide portant entre autre la cassette. La recombinaison homologue se produit 
apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire 
appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 

15 lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie 
du genome de l'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les 
risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee 
de~rem~embryoT]LnaiTe humain 293 (Graham et al., J. Gen~VlTOlT^6~(1977)"^)^ui~ 
contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un 

20 adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs derives des . 
adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° W094/26914 et 
FR 2,707,664 qui sont incorporees a la presente demande par reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie rnoleculaire, comme illustre dans les exemples. 

25 

Les adenovirus recombinants prepares selon la presente invention peuvent 
etre utilises pour le transfert de genes d'interet in vitro, ex vivo ou in vivo. In vitro, ils 
peuvent permettre de transferer un gene a une lignee cellulaire, par exemple en vue 
de produire une proteine recombinante. Ex vivo, ils peuvent etre utilises pour 

30 transferer un gene sur une population de cellules prelevee a partir d'un organisme, 
eventuellement selectionnee et arnplifiee, dans le but de conferer a ces cellules des 
proprietes desirees en vue de leur readministration a un organisme. In vivo, ils 
peuvent etre utilises pour le transfert de genes par administration directe d'une 
solution purifiee, eventuellement associee a un ou plusieurs vehicules 

35 pharmaceutiques. 
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A cet egard, la presente invention concerne egalement toute composition 
pharmaceutique comprenant nn ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels 
que decrits precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre 
formulees en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
5 intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De 
preference, les compositions pharmaceutiques de l'invention contiennent un vehicule 
pharmaceu-tiquement acceptable pour une formulation injectable. II peut s'agir en 
particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 

10 permettent la constitution de solutes injectables. 

Les doses d'adenovirus recombinant defectif utilisees pour l'injection 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 
du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou 
encore de la duree du traitement recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus 

15 recombinants selon l'invention sont formules et administres sous forme de doses 
comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme 
pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, 
et est determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, 
generalernent apres 48 heures, du nombre de plages de cellules infectees. Les 

20 techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la litterature. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres ef ficace pour le transfert de 
genes dans les cellules. Les vecteurs de l'invention peuvent etre utilises dans de 
nombreuses applications, telles que les maladies genetiques (myopathie, 
25 mucoviscidose, SCID, etc), les pathologies du systeme nerveux central (Alzheimer, 
Parkinson, etc), les maladies cardiovasculaires (hemophilic, atherosclerose) , le SID A, 
les cancers, etc. 

Les vecteurs de l'invention sont tout particulierement avantageux pour le 
transfet de genes dans les cellules qui se divisent. En effet, grace aux capacites 

30 d'infection du vecteur adenoviral et aux proprietes d'integration de la casette, les 
vecteurs de l'invention permettent de conferer a des cellules qui se divisent des 
proprietes stables au cours des generations. Des exemples preferes de ces types de 
cellules sont notamment les cellules hematopoietiques (cellules souches, progeniteurs, 
etc), et les cellules cancereuses. Tout particulierement, les vecteurs de l'invention 

35 peuvent etre utilises pour le transfert de genes dans les cellules CD34. 
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A cet egard, Invention concerne egalement toute cellule de mammifere 
modifiee par un adenovirus tel que defini precedemment. Plus preferentiellement, il 
s'agit d'une cellule humaine, et encore plus preferentiellement, choisie parrni les 
cellules hematopoietiques, notamment CD34, ou tumorales. 

5 

En outre, les vecteurs de l'invention peuvent etre utilises aussi bien pour 
modifier des cellules humaines que animales (ovins, bovins, animaux domestiques 
(chiens, chats, etc), chevaux, poissons, etc). 

10 L'invention fournit ainsi une methode particuulierement efficace pour 

l'administration de genes in vivo, comprenant I'administration d'un vecteur tel que 
defini ci-avant comprenant une cassette composee dusit gene et d'elements permettant 
son integration dans le genome de tout ou partie des cellules infectees. 

15 Les adenovirus de l'invention comprenant une cassette constitute d'une 

sequence d'ADN heterologue bordee de 2 ITR d'AAV peuvent egalement etre utilises 
pour la production d'AAV recombinants. Les AAV ont en effet besoin pour se 
r e p liq uer de la p resenc e d 'un virus a uxiliair e. I I peu t s 'ag ir en particulier d'un 
adenovirus d'un herpes virus ou d'un virus de la vaccine. En 1'absence d'un tel virus 

20 auxiliaire, les AAV restent sous forme latente dans le genome des cellules infectees, 
mais ne peuvent se repliquer. Pour cette raison, les AAV recombinants sont 
generalements produits par co-transfection dans une lignee cellulaire infectee par le 
virus auxiliaire (notamment 1'adenovirus) d'un plasmide portant la cassette AAV 
(gene borde des ITR) et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation (plasmide 

25 rep/cap). Ce procede implique trois partenaires = le virus auxiliaire, le plasmide AAV 
et le plasmide rep/cap. Grace a la presente invention, ce procede peut etre simplifie a 
2 partenaires. En effet, les adenovirus de l'invention jouent a la fois le role de virus 
auxiliaire et de plasmide AAV. Ainsi, une autre application de l'invention reside dans 
un procede de preparation d'AAV recombinants selon lequel les cellules productrices 

30 sont infectees avec un adenovirus tel que decrit ci-avant et transferees avec un 
plasmide portant les genes rep et cap. Selon une variante de ce procede, les genes rep 
et cap sont egalement portes par un virus (notamment un adenovirus) utilise pour co- 
infecter les cellules productrices. Cette variante est encore plus avantageuse 
puisqu'elle permet de remplacer Tetape de transfection du plasmide rep/cap par une 

35 infection par un virus rep/cap, beaucoup plus efficace. Toujours selon une variante 



WO 95/23867 



PCT/FR95/00233 



12 

preferee de mise en oeuvre, le precede de l'invention fait appel a une lignee de 
production contenant, integres dans son genome, les genes rep et cap. Dans cette 
variante, une seule etape d'infection avec le virus de l'invention est suffisante. II est 
egalement possible d'utiliser un virus selon l'invention contenant, outre la cassette 
ADN heterologue/TTR d'AAV, une cassette depression des genes rep et cap. Selon 
ce mode de realisation, les genes rep et cap peuvent etre places sous le controle d'un 
promoteur fort et/ou inductible. Avantageusement, Fadenovirus est delete de 
l'ensemble des genes viraux a l'exception de la region E4, et il est co-infecte avec un 
autre adenovirus portant l'ensemble du genome a l'exception de la region E4, dans les 
cellules 293. Ce mode de mise en oeuvre est particulierement avantageux. En effet, le 
virus E4 utilise est le meme pour tous les ADN heterologues. De plus, la construction 
du virus passe par l'intermediaire d'un plasmide portant E4, la sequence PSI et les 
ITR de l'adenovirus (plasmide pE4ITR, cf FR 2,707,664), facilement manipulable, 
dans lequel sont introduits les genes rep et cap et l'ADN heterologue encadre des ITR 
d'AAV. Cette strategic permet ainsi de propager les 2 virus a toutes les cellules, 
contrairement a la transfection d'un plasmide rep- cap qui ne touche qu'une fraction 
de la population cellulaire et ne donne done que des titres peu eleves d'AAV. 

La presente invention sera plus compietement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legend e de? figures 

Figure 1 : Representation schematique des cassettes selon Tinvention. 

Figure 2 : Representation du vecteur pXL2373 

Figure 3 : Construction du vecteur pXL2373 

Figure 4 : Representation du vecteur pXL2384 

Figure 5 : Construction du vecteur Ml 3 ITR FL 

Figure 6 : Representation du vecteur pITRFL 

Figure 7 : Representation du vecteur pXL2388 

Figure 8 : Representation du vecteur pXL2389 

Figure 9 : Representation du vecteur papoAI ITRAAV 

Techniques generales de biologie molecular* 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
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phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
5 Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
10 par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de 
l'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
15 specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
effectuee en presence de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nucleaseTST; 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxy nucleotides synthetiques peut 
20 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lamplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 22£) (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
25 etre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

30 Exemples 



Exemple 1 : Construction d'un plasmide portant le gene de la B-galactosidase insere 
entre les ITRs de l'AAV2. 
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Cet exemple decrit la construction d'un vecteur, designe pXL2373, portant 2 
regions ITRs encadrant un gene marqueur (Bgal) et un site de polyadenylation, 
servant d'intermediaire pour la preparation, par recombinaison, d'un adenovirus 
recombinant. 

5 

Le plasmide pXL2373 (figure 2) contient notamment un fragment comprenant 

- le LTR ("long terminal repeat") du virus du sarcome de Rous (RSV), 

- le gene lacZ d'Escherichia coli avec les sequences de localisation nucleaire, 

et, 

10 - les signaux de polyadenylation de la region precoce de SV40, 

lequel fragment etant insere entre deux sequences ITRs tronquees de TAAV2. La 
sequence des ITR utilisees est representee sur les SEQ ID n° 1 et 2. 

Le vecteur pXL2373 contient egalement une region d'adenovirus permettant la 
recombinaison homologue. 

15 

Le vecteur pXL2373 a ete construit de la maniere suivante (figure 3) : Le 
fragment d'ADN portant le LTR ("long terminal repeat") du virus du sarcome de 
Rous (RSV), le gene lacZ d'Escherichia coli avec les sequences de localisation 
nucleaire et les signaux de polyadenylation de la region precoce de SV40 a ete isole 

20 sous forme d'un fragment Xbal-Kpnl a partir du plasmide pRSV-Bgal (Stratford- 
Perricaudet et al., J.Clin.Invest.90 (1992) 626). Ce fragment a ensuite ete insere aux 
sites correspondant du plasmide pAICMVIXCAT.3 (Philip et al., Molecular and 
Cellular Biology, sous presse). Cette etape permet d'inserer ce fragment entre les 650 
premieres et les 191 demieres paires de bases (pb) de TAAV2. Le plasmide resultant a 

25 ete appele pXL2359 (figure 3a). 

Le fragment Xbal-Bglll de pXL2359, comportant le LTR du virus du 
sarcome de Rous (RSV), le gene lacZ d'Escherichia coli avec les sequences de 
localisation nucleaire et les signaux de polyadenylation de la region precoce de 
SV40, ainsi que les 191 dernieres pb de l'AAV, a ete insere aux sites correspondants 

30 de pBS KS+, pour generer le plasmide pXL2360. Ce sous-clonage permet d'isoler ce 
meme fragment sous forme d'un fragment Xbal-SmaL Le fragment Xbal-Smal de 
pXL2360 a ensuite ete insere aux sites Xbal-EcoRV compatibles de pRSV-Bgal pour 
donner le vecteur pXL2364 (figure 3a). 

Le plasmide psub201 a ete decrit dans Samulski et al. (J. Virol 61 (1987) 

35 3096). Le fragment Xbal-PvuII de ce plasmide portant les sequences 4484 a 4675 de 
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FAAV a ete insere aux sites Xbal-EcoRV de pCRII (Invitrogen) pour generer le 
plasmide pXL2362. Enfin le fragment Spel-Xbal de pXL2362 a ete introduit au site 
compatible Xbal de pXL2364 (figure 3b). 

Le plasmide obtenu a ete designe pXL2373 (figure 2). La capacite de ce 
5 vecteur a permettre 1'integration de la cassette est verifiee par transfection dans les 
lignees cellulaires Hela et 293. 

Exemple 2 : Construction d'un plasmide portant le gene de la 8-galactosidase insere 
entre les ITRs de TAAV2. 

10 

Cet exemple decrit la construction d'un vecteur, designe pXL2384, portant 2 
regions ITRs encadrant un gene marqueur (Bgal) et un site de polyadenylation, 
servant d'intermediaire pour la preparation, par recombinaison, d'un adenovirus 
recombinant. 

15 

Le plasmide pXL2384 (figure 4) contient notamment un fragment comprenant 

- le LTR ("long terminal repeat") du virus du sarcome de Rous (RSV), 
=- le-gene^aeZ^Eseherictea-roH-av^ 

et, 

20 - les signaux de polyadenylation de la region precoce de SV40, 

lequel fragment etant insere entre deux sequences ITRs de TAAV2. La sequence des 
ITR utilisees est representee sur les SEQ ID n° 2 et 3. 

Le vecteur pXL2384 contient egalement une region d'adenovirus permettant la 
recombinaison homologue. 

25 

Le vecteur pXL2384 a ete obtenu en inserant les fragments 

- EcoRV-XhoI de pRSVBgal portant la partie de la proteine IX de 1'AdS 
servant a la recombinaison, et, 

- EcoRV-Kpnl de pXL2360 (exemple 1) portant la region 3' du gene lacZ a 
30 partir du site EcoRV, les signaux de polyadenylation de la region precoce de SV40, 

la region ITR de 1'AAV plus les 47 pdb situees en amont de 1TTR gauche de l'AAV2, 
aux sites Xhol-Kpnl de pXL2373 (exemple 1). 

Une carte de ce vecteur est donnee sur la figure 4. La capacite de ce vecteur a 
permettre l'integration de la cassette est verifiee par transfection dans les lignees 
35 cellulaires Hela et 293. 
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Example 3 ; Construction d'un plasmide portant le gene de la B-galactosidase insere 
entre les ITRs striates de TAAV2. 

Dans les plasmides decrits ci-avant, les sequences ITRs utilisees comportent 
une extension de 46 pb en aval de 1'ITR gauche ou en amont de TITR droite, et/ou 
une deletion de 9 pb en 5' de 1TTR gauche (voir SEQ ID n° 1-3). Cet exemple decrit 
la construction d'un plasmide comportant un gene d'interet insere entre les ITRs 
striates de TAAV2. Plus particulierement, cet exemple decrit la construction d'un 
vecteur, designe pITRFL, portant 2 regions ITRs strictes encadrant un gene 
marqueur (Bgal) et un site de polyadenylation, servant d'intermediaire pour la 
preparation, par recombinaison, d'un adenovirus recombinant. 

Le plasmide pITRFL (figure 6) contient notamment un fragment comprenant 

- le LTR ("long terminal repeat") du virus du sarcome de Rous (RSV), 

- le gene lacZ d'Escherichia coli avec les sequences de localisation nucleaire, 

et, 

- les signaux de polyadenylation de la region precoce de SV40, 

lequel fragment etant insere entre deux sequences ITRs strictes de l'AAV2. La 
sequence des ITR utilisees est representee sur la SEQ ID n° 4. 

Lc vecteur pITRFL contient egalement une region d'adenovirus permettant la 
recombinaison homologue. 

Le vecteur pITRFL a ete construit de la fagon suivante : La sequence ITR 
stricte a ete constitute au moyen des oligodeoxynucleotides suivants : 

seq 4259: (SEQ ID n°6) 
5' CTA GAT TGG CCA CTC CCT CTC TGC GCG CTC GCT CGC TCA 
CTG AGG CCG GGC GAC CAA AGG TCG CCC GAC GCC A 3' 

seq 4260: (SEQ ID n°7) 
5 ' AGC TTG GCG TCG GGC GAC CTT TGG TCG CCC GGC CTC AGT 
GAG CGA GCG AGC GCG CAG AGA GGG AGT GGC CAA 3 * T' 

seq 4560: (SEQ ID n°8) 
5' AGC TTG ACG CCC GGG CTT TGC CCG GGC GGC CTC AGT GAG 
CGA GCG A 3' 
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seq 4561: (SEQ ID n°9) 
5' GCG CGC TCG CTC GCT CAC TGA GGC CGC CCG GGC AAA GCC 
CGG GCG TCA 3' 

seq 4263: (SEQ ID n°10) 
5 5' GCG CGC AGA GAG GGA GTG GCC AAC TCC ATC ACT AGG GGT 
TCC TAC TAG TG 3' 

seq 4264: (SEQ ID n°ll) 
5' GAT CCA CTA GTA GGA ACC CCT AGT GAT GGA GTT GGC CAC 
TCC CTC TCT 3 ' 

10 Les oligodeoxynucleotides seq 4259 et seq 4260 sont hybrides et forment a 

leurs extremites un demi-site Xbal et un demi-site HindlEE (figure 5). Ces 
oligodeoxynucleotides sont ensuite introduits entre les sites correspondant de 
M13mpl8, et le bacteriophage obtenu est appele M13ITR5 1 (figure 5). Les 
oligodeoxynucleotides seq 4560 et seq 4561 d'une part et seq 4263 et seq 4264 

15 d 1 autre part sont hybrides deux a deux et introduits entre les sites Hindin et BamHI 
de M13mpl8, le bacteriophage obtenu est appele M13ITR3'. Le fragment Kpnl- 
Ahall de M13ITR5 1 comportant la region 5' de 1'ITR d'AAV jusqu'au site Ahall 

(region 1 a 63 sur la sequence de l'AAV) et le fra g ment Ahall-BamHI comportant la 

region 3' de 1'ITR (region 64 a 145) sont introduits aux sites KpnI-BamHI de 

20 M13mpl8 pour dormer le vecteur M13 "ITRFL". 

Le fragment BamHI-Spel de M13 "ITRFL" contenant la sequence entiere de 1'ITR de 
T AAV (bases 1 a 145) est introduite entre les sites uniques Bglll-Spel de pXL2384 
pour donner le plasmide pRSVBgal ITRlss. 

Enfin les fragments KpnI-HincIIde M13 "ITRFL" contenant la sequence entiere de 
25 1'ITR de l'AAV (bases 1 a 145) et EcoRV-XhoI de pXL2384 portant la proteine IX 
de Ad5 sont introduits entre les sites compatibles Xhol-Kpnl de pRSVBgallTRlss 
pour donner pITRFL (figure 6). 

Exemple 4 : Construction d'un plasmide portant le gene de la B-galactosidase et le 
30 gene neoR inseres entre les ITRs de TAAV2. 



Cet exemple decrit la construction d'un vecteur, designe pXL2388, portant 2 
regions ITRs encadrant 2 genes (Bgal et neoR) et un site de polyadenylation, servant 
d'intermediaire pour la preparation, par recombinaison, d'un adenovirus recombinant. 

35 
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Le plasmide pXL2388 (figure 7) contient notamment un fragment 

comprenant : 

- le gene conferant la resistance a la neomycine (neoR) sous le controle du 
promoteur SV40, suivi des signaux de polyadenylation du virus SV40, 

5 - le LTR ("long terminal repeat") du virus du sarcome de Rous (RSV), 

- le gene lacZ dEscherichia coli avec les sequences de localisation nucleaire, 

et, 

- les signaux de polyadenylation de la region precoce de SV40, 

lequel fragment etant insere entre deux sequences ITRs de TAAV2 (sequences 
10 representees sur les SEQ ID n° 2 et 3). 

Le vecteur pXL2388 contient egalement une region d'adenovirus permettant la 
recombinaison homologue. 



Le vecteur pXL2388 a ete construit de la maniere suivante : Le fragment 

15 d'ADN portant le gene conferant la resistance a la neomycine (neoR) sous le controle 
du promoteur SV40, ainsi que les signaux de polyadenylation du virus SV40 a ete 
isole sous forme d'un fragment BamHI a partir du plasmide pMAMneoluc (Clontech). 
Ce fragment a ensuite ete introduit au site BamHI du plasmide pBS KS+ (Stratagene) 
pour introduire des sites de restriction nouveaux de part et d'autre de ce fragment. Le 

20 plasmide ainsi obtenu est appele pXL2363. 

Le fragment d'ADN portant le gene conferant la resistance a la neomycine 
(neoR) sous le controle du promoteur SV40, ainsi que les signaux de polyadenylation 
du virus SV40 a ensuite ete isole a partir de pXL2363 sous forme d'un fragment 
EcoRI-Xbal et introduit aux sites EcoRI-Xbal de pCRII (Invitrogen) pour dormer 

25 naissance au plasmide pXL2372. 

Le fragment d'ADN portant le gene conferant la resistance a la neomycine 
(neoR) sous le controle du promoteur SV40, ainsi que les signaux de polyadenylation 
du virus SV40 a ensuite ete isole sous forme d'un fragment Spel a partir de pXL2372, 
et introduit au site Spel de pXL2384 (exemple 2) pour donner naissance au plasmide 

30 pXL2388 (figure 7). Un plasmide temoin, pXL2429, portant le gene de resistance a 
la neomycine sous le controle du promoteur SV40 et le gene lacZnls sous le controle 
du promoteur RSV inseres entre les sequences de l'adenovirus, mais depourvu des 
sequences ITR de l'AAV a egalement ete construit. La sequence du gene de resistance 
a la neomycine sous le controle du promoteur SV40 provient du plasmide pXL2388 
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digere par Spel, et ce fragment a ete insere au site Spel de pRSVGAIIX pour donner 
pXL2429. 

La capacite de ce vecteur a permettre l'integration de la cassette est verifiee par 
5 transfection dans les lignees cellulaires Hela et 293. Les cellules 293 (2 106 cellules 
cultivees en boites de 100 mm) sont transferees avec les plasmides pXL2388, 
pXL2429 selon la technique au phosphate de calcium. Le lendemain de la transfection 
le milieu est change. Apres 72 heures les cellules sont recoltees et remises en culture 
apres dilution au 1/10 et au 1/50 dans un milieu non selectif. 72 heures apres, le milieu 
10 est change et on applique un milieu selectif contenant de la geneticine a 400 
microg/ml. Des clones apparaissent apres environ 2 semaines de culture dans ce milieu 
et on constate que la frequence d'apparition des clones est 100 fois plus elevee avec le 
plasmide pXL2388 qu f avec le plasmide pXL2429 ce qui temoigne de la capacite des 
ITRs a integrer le transgene dans le genome de la cellule. 

15 

Exemple 5 : Construction d'un plasmide portant un gene de fusion Sh ble::lacZ insere 
entre les ITRs de l'AAV2. 



Cet exemple decrit la construction d'un vecteur, designe pXL2389, portant 2 
20 regions ITRs encadrant 1 gene de fusion (Sh ble::lacZ), servant d'intermediaire pour 
la preparation, par recombinaison, d'un adenovirus recombinant. 

Le plasmide pXL2389 (figure 8) contient notamment un fragment portant, 
sous le controle du promoteur SV40, une fusion entre le gene de la resistance a la 

25 Phleomycine (ou a la zeomycine) et le gene reporter lacZ, suivie des signaux de 
polyadenylation du virus SV40, lequel fragment etant insere entre les sequences de 
deux ITRs de l'AAV (sequences representees sur les SEQ ID n° 2 et 3). 

Le vecteur pXL2389 contient egalement une region d'adenovirus permettant la 
recombinaison homologue. La fusion portant un marqueur dominant (Sh ble) et le 

30 gene reporter lacZ permet d'obtenir un phenotype dominant associe a un phenotype 
rapidement identifiable (coloration bleue sur X-gal) avec une taille qui n'excede pas 
3.5 kb. De ce fait la region inseree entre les deux ITRs de l'AAV a une taille qui 
n'excede pas 4.3 kb. 



WO 95/23867 



PCT/FR95/00233 



20 

Le vecteur pXL2389 a ete construit de la fagon suivante : Le fragment Spel- 
Ndel du plasmide pUT593 (Cayla, Toulouse) portant le promoteur SV40 et le debut 
de la fusion Sh ble::lacZ a ete isole, puis insere entre les sites Spel-Ndel de pXL2384 
(exemple 2). Le plasmide ainsi obtenu a ete designe pXL2389 (figure 8). La capacite 
5 de ce vecteur a permettre 1'integration de la cassette est verifiee par transfection dans 
les lignees cellulaires Hela et 293. 

Exemple 6 : Construction d'un plasmide portant le gene de l'apolipoproteine AI insere 
entre les ITRs de TAAV2. 

10 

L'apolipoproteine AI est une proteine constitute de 243 acides amines, 
synthetisee sous la forme d'une prepropeptide de 267 residus, ayant une masse 
moleculaire de 28.000 daltons. Elle est synthetisee chez l'homme specifiquement 
dans le foie et l'intestin et elle constitue la proteine essentielle des particules HDL 

15 (70% de leur masse en proteines). Elle est abondante dans le plasma (1.0-1.2 g/1). 
Son activite la mieux caracterisee sur le plan biochimique est l'activation de la 
lecithine-cholesterol acyl-transf erase (LCAT), mais de nombreuses autres activites 
lui sont attributes, comme notamment la stimulation de 1'efflux de cholesterol 
cellulaire. Le role physiologique de l'apolipoproteine AI semble contrebalance par 

20 l'apolipoproteine All puisque chez l'homme, le rapport des deux concentrations 
plasmatiques (AII/AI) est tres etroitement correle avec le risque coronarien. 
L'apolipoproteine AI joue un role majeur dans la resistance a l'atherosclerose, 
probablement lie au transport inverse du cholesterol, puisque la seule expression de 
cette apolipoproteine dans des souris transgeniques permet de reduire de 40 fois la 

25 surface des depots lipidiques au niveau de Taorte par rapport a des souris controles 
(Rubin et al. 1993 Science, In Press). Son gene, long de 1863 bp, a ete clone et 
sequence (Sharpe et aL, Nucleic Acids Res. 12(9) (1984) 3917). Par ailleurs, 
differents variants naturels de 1'apoAI ont decrits dans Tart anterieur. 

Les plasmides utilises pour generer, par recombinaison homologue, les 

30 adenovirus recombinants exprimant le gene de 1'apoAI ont ete construits comme suit : 
Construction du plasmide papoAI ITR AAV (figure 9) : 

Le plasmide papoAI ITR AAV contient notamment TADNc codant pour la 
preproapoAI sous le controle du promoteur RSV, les signaux de polyadenylation du 
virus SV40 , le tout insere entre les ITRs de 1'AAV, ainsi qu'une region d'adenovirus 
35 permettant la recombinaison homologue. II a ete construit de la maniere suivante : Le 
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fragment d'ADN portant notamment 1'ITR gauche et la sequence d'encapsidation de 
Tadenovirus 5 ainsi que le LTR du virus RSV a ete isole sous forme d'un fragment 
Xmnl-Clal du plasmide pXL2384 (exemple 2) et le fragment d'ADN portant l'ADNc 
codant pour la preproapoAI et les signaux de polyadenylation du virus SV40 a ete 
5 isole sous forme d'un fragment Clal-BamHI a partir du plasmide pXL2244 (FR93 
05125). Ces deux fragments ont ensuite ete inseres aux sites Xrnnl-BamHI du 
plasmide pXL2384, pour generer le plasmide papoAI ITR AAV. Lors de cette 
derniere etape, la region lacZ suivie du polyA de SV40 a ete eliminee. 

La capacite de ce vecteur a permettre l'integration de la cassette est verifiee 
10 par transfection dans les lignees cellulaires Hela et 293. 

Exemple 7 : Construction du plasmide pXL2629. 

Cet exemple decrit la construction d'un vecteur pXL2629 portant 2 regions 
15 ITRs encadrant le gene marqueur lacZ et un site de polyadenylation, servant 

d'intermediaire pour la preparation par recombinaison d'un adenovirus recombinant. 

Ce plasmide differe du plasmide pXL2384 par la sequence de 1'ITR AAV gauche 
( SEQ-1 D-n° 5 ) . _Le_plasm i d e pXL235SL,(exemple_l)_a„e^digere„pacJH 

l'extremite a ete rendue franche par un traitement par 1'ADN polymerase du 
20 bacteriophage T4 puis redigere par PstI, un fragment d'environ 200 pdb portant TITR 

de l'AAV (sequence figure) a ete isole et introduit dans le plasmide pBSKS+ aux 

sites PstI et Smal (extrimite franche). Le plasmide ainsi construit est pXL2580. 

Le plasmide pXL2581 est derive de pXL2384 par insertion de 2 oligonucleotides seq 

4674 et sep 4675 aux sites Bglll-Spel de pXL2384, ce plasmide porte done a la 
25 place de TITR de l'AAV gauche de pXL2384 un site unique BstBI qui pourrait etre 

utilise pour construire des adenovirus recombinants AdITRsAAVRSVBgal par la 

technique de transfection d'un melange de ligation de deux plasrnides linearises dans 

les cellules 293. 

seq4674 : 5 1 G ATCTTTC G A AT3 1 (SEQ ID n°12) 
30 seq 4675 : 5'CTAG ATTCGAAA3' (SEQ ID n°13) 

Le plasmide pXL2629 a ete construit de la fa<?on suivante : le plasmide 
pXL2580 a ete digere par BamHI-Bglll et le fragment d'environ 170 pb contenant la 
sequence complete de TITR de l'AAV a ete introduit dans le plasmide pXL2581 
35 prealablement linearise par Bglll. 
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Exemple 8 : Preparation de l'adenovirus Ad ITRsAAVRSVBGal 

Cet exemple decrit la construction dun adenovirus recombinant defectif 
comportant une cassette permettant Fintegration d'un gene dans le genome des 
5 cellules. Plus particulierement, cet adenovirus, designe Ad ITRsAAVRSVBGal 
comporte une cassette composee de 2 ITR d'AAV entourant le gene Bgal. Cet 
adenovirus a ete obtenu par cotransfection du plasmide pXL2384 pour la 
recombinaison avec un vecteur adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 
293) apportant en trans les fonctions codees par les regions El (E1A et E1B) 
10 d'adenovirus. 

Plus precisement, l'adenovirus Ad ITRsAAVRSVBgal a ete prepare par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus AdRSVBGal (Stratford- 
Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626) et le plasmide pXL2384 selon le 
protocole suivant : Le plasmide pXL2384 linearise par l'enzyme XmnI et l'adenovirus 

15 AdRSVBGal linearise par Clal sont cotransfectes dans la lignee 293 en presence de 
phosphate de calcium pour permettre la recombinaison. Les adenovirus recombinants 
ainsi generes sont selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, 
l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un 
surnageant de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un 

20 titre d' environ lO 1 ^ pfu/ml. Pour la purification, les particules virales sont centrifugees 
sur gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment 
Graham et al., Virology 52 (1973) 456). 

L'adenovirus Ad ITRsAAVRSVBgal est conserve a -80°C dans 20% de 
glycerol. 

25 

Exemple 9 : Preparation de l'adenovirus Ad AITRsAAVRSVBgal. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant defectif 
comportant une cassette permettant l'integration d'un gene dans le genome des 

30 cellules. Plus particulierement, cet adenovirus, designe Ad AITRsAAVRSVBGal 
comporte une cassette composee de 2 ITR d'AAV tronquees entourant le gene Bgal. 
Cet adenovirus a ete obtenu par cotransfection du plasmide pXL2373 pour la 
recombinaison avec un vecteur adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 
293) apportant en trans les fonctions codees par les regions El (E1A et E1B) 

35 d'adenovirus. 
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Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 7 pour la 
preparation de l'adenovirus Ad ITRsAAVRSVBgal. L'adenovirus Ad 
AITRsAAVRSVBgal est conserve a -80°C dans 20% de glycerol. 

5 Exemple 10 : Preparation de l'adenovirus Ad ITRFL. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant defectif 
comportant une cassette permettant Integration d'un gene dans le genome des 
cellules. Plus particulierement, cet adenovirus, designe Ad ITRFL comporte une 

10 cassette composee de 2 ITR strictes d'AAV entourant le gene 8gal. Cet adenovirus a 
ete obtenu par cotransfection du plasmide pITRFL pour la recombinaison avec un 
vecteur adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans 
les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 7 pour la 

15 preparation de l'adenovirus Ad ITRsAAVRSVBgal. L'adenovirus Ad ITRFL est 
conserve a -80°C dans 20% de glycerol. 

£&emgle-y^PHrepar^ 

20 Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant defectif 

comportant une cassette permettant Integration d'un gene dans le genome des 
cellules. Plus particulierement, cet adenovirus, designe Ad apoAI ITRAAV comporte 
une cassette composee de 2 ITR d'AAV tronquees entourant le gene de la 
preproapoAI. Cet adenovirus a ete obtenu par cotransfection du plasmide papoAI 

25 ITR AAV pour la recombinaison avec un vecteur adenoviral deficient, dans les 
cellules helper (lignee 293) apportant en trans les fonctions codees par les regions El 
(El A et E1B) d'adenovirus. 

Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans Texemple 8 pour la 
preparation de l'adenovirus Ad ITRsAAVRSVBgal. L'adenovirus Ad apoAI ITRAAV 

30 est conserve a -80°C dans 20% de glycerol. 



35 
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Exemple 12 : Preparation de l'adenovirus Ad2629. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant Ad2629 
portant une cassette composee de 2 ITRs d'AAV entourant le gene Bgal. Cet 
5 adenovirus a ete obtenu par cotransfection du plasmide pXL2629 avec un vecteur 
adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement les adenovirus Ad2629 ont ete prepares par recombinaison 
homologue in vivo entre l'adenovirus dl324 et le plasmide pXL2629 selon le 

10 protocole suivant : le plasmide pXL2629 linearise par XmnI et l'adenovirus dl324 
linearise par Clal sont cotransfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de 
calcium pour permettre la recombinaison. Les adenovirus recombinants ainsi generes 
sont selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'adenovirus 
recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant 

15 de culture contenant l'adenovirus defect if recombinant non purifie ayant un titre 
d'environ 109-1010 pfu/ml. Pour la purification, les particules virales sont centrifugees 
sur gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment 
Graham et ah, Virology 52 (1973)456). 
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LISTE DE SEQUENCES 

M) INFORMATION G ENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: : VIRUS RECOMBINANTS, LEUR PREPARATION 
ET.LEUR UTILISATION THERAPEUTIQUE . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 13 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEC ID NO : 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 135 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

C±r)~TYPE DE~MOL"ECULE: ADNc — 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product = Sequence ITR droite sur 

PXL2373 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 1 : 

CCATGGCTAC GTAGATAAGT AGCATGGCGG GTTAATCATT AACTACAAGG AACCCCTAGT 
GATGGAGTTG GCCACTCCCT CTCTGCGCGC TCGCTCGCTC ACTGAGGCCG GGCGACCAAA 
GGTCGCCCGA CGCCC 



(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO ; 2. 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 174 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Sequence ITR gauche sur 
pXL2384 et sur pXL2373 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
GCGCGCTCGC TCGCTCACTG AGGCCGCCCG GGCAAAGCCC GGGCGTCGGG CGACCTTTGG 60 



60 
1 20 
135 
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TCGCCCGGCC TCAGTGAGCG AGCGAGCGCG CAGAGAGGGA GTGGCCAACT CCATCACTAG 120 
GGGTTCCTTG TAGTTAATGA TTAACCCGCC ATGCTACTTA TCTACGTAGC CATG 174 

(2) INFORMATION POUR LA SEP TP NO: 3: 

5 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 192 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE : 
XL2384 AUTRE INFORM ATION: /product= Sequence ITR droite sur 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

15 CCATGGCTAC GTAGATAAGT AGCATGGCGG GTTAATCATT AACTACAAGG AACCCCTAGT 60 

GATGGAGTTG GCCACTCCCT CTCTGCGCGC TCGCTCGCTC ACTGAGGCCG GGCGACCAAA 120 

GGTCGCCCGA CGCCCGGGCT TTGCCCGGGC GGCCTCAGTG AGCGAGCGAG CGCGCAGAGA 180 

GGGAGTGGCC AA 192 

20 (2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO. 4- 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 145 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Sequence ITR stricte 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

30 TTGGCCACTC CCTCTCTGCG CGCTCGCTCG CTCACTGAGG CCGGGCGACC AAAGGTCGCC 60 

CGACGCCCGG GCTTTGCCCG GGCGGCCTCA GTGAGCGAGC GAGCGCGCAG AGAGGGAGTG 120 

GCCAACTCCA TCACTAGGGG TTCCT 145 

(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: S: 

35 . (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 194 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION : /product= ITR AAV gauche de pXL2629 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

AGATCTGGGC CACTCCCTCT CTGCGCGCTC GCTCGCTCAC TGAGGCCGGG CGACCAAAGG 60 

TCGCCCGACG CCCGGGCTTT GCCCGGGCGG CCTCAGTGAG CGAGCGAGCG CGCAGAGAGG 120 

GAGTGGCAAC TCCATCACTA GGGGTTCCTG GAGGGGTGGA GGGGGGATCC ACTAGTTCTA 180 

5 GAACTAGTGG ATCC 194 

(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 73 paires de bases 
10 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERI STIQUE : 
15 (D) AUTRE INFORMATION: /product= Seq 4259 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CTAGATTGGC CACTCCCTCT CTGCGCGCTC GCTCGCTCAC TGAGGCCGGG CGACCAAAGG 60 
TCGCCCGACG CCA 73 

20 (2) iTNTOfi MATION PQUR hh SEQ IP NQ ; 7; 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 73 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Seq 4260 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
30 AGCTTGGCGT CGGGCGACCT TTGGTCGCCC GGCCTCAGTG AGCGAGCGAG CGCGCAGAGA 60 
GGG AGTGGCC AAT 73 

(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 46 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
40 (ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Seq 4560 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



WO 95/23867 PCT/FR95/00233 

28 

AGCTTGACGC CCGGGCTTTG CCCGGGCGGC CTCAGTGAGC GAGCGA 46 

(2> INFORMATION POUR LA SEP TP NO- 9: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : doubie 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
10 (ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Seq 4561 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GCGCGCTCGC TCGCTCACTG AGGCCGCCCG GGCAAAGCCC GGGCGTCA 48 

15 (2) INFORMATION POUR LA RFO TP NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
20 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Seq 4263 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 10: 
25 GCGCGCAGAG AGGGAGTGGC CAACTCCATC ACTAGGGGTT CCTACTAGTG 50 

.(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 
30 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 
35 (D) AUTRE INFORMATION: /product* Seq 4264 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
GATCCACTAG TAGGAACCCC TAGTGATGGA GTTGGCCACT CCCTCTCT 48 



.(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

40 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 12 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product^ Seq 4674 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GATCTTTCGA AT 12 



(2) INFORMATION PQUR LA SEQ IP NQ; 13; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 12 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(D) AUTRE INFORMATION: /product= Seq 4675 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 



CTAGATTCGA AA 



12 
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REVINDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant une cassette capable de 
s'integrer dans le genome des cellules inf ectees. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la cassette 
5 comprend une sequence d'ADN heterologue et des elements permettant son 

integration dans le genome. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les elements 
permettant l'integration de la cassette sont d'origine virale. 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que la cassette 
10 contient au moins une sequence terminale inverse-repetee (ITR) d'AAV et une 

sequence d'ADN heterologue. 

5. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que 1'ITR d'AAV est 
localisee en aval ou en amont de la sequence d'ADN heterologue. 

6. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que la cassette 
15 contient au moins une sequence d'ADN heterologue bordee de deux ITR d'AAV. 

7. Adenovirus selon Tune des revendications 4-6 caracterise en ce que la ou 
les ITR sont des ITR strictes ou possedant des regions supplementaires ou des 
deletions ne supprimant pas la capacite d'integration. 

8. Adenovirus selon Tune des revendications 3 a 7 caracterise en ce que la ou 
20 les ITR sont des ITR d'AAV-2. 

9. Adenovirus selon Tune quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la sequence d'ADN heterologue comprend un gene 
therapeutique. 

10. Adenovirus selon la revendication 11 caracterise en ce que le gene 
25 therapeutique est un gene codant pour un produit proteique ayant un effet 

therapeutique, un gene codant pour un ou plusieurs peptides antigeniques, ou un gene 
ou une sequence antisens. 



i 
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11. Adenovirus selon la revendication 10 caracterise en ce que le gene 
therapeutique code pour un produit proteique choisi parmi les enzymes, les derives 
sanguins, les hormones, les lymphokines : interleukines, interferons, TNF, les 
facteurs de croissance (erythropoietine, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, etc), les 

5 neurotransrnetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc; les apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc, la 
dystrophine ou une minidystrophine, la proteine CFTR associee a la mucoviscidose, 
les suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, les facteurs impliques 
10 dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la reparation 
de l'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase). 

12. Adenovirus selon Tune des revendications 9 a 11 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN heterologue comprend un gene therapeutique sous le controle d'un 
promoteur. 

15 13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le promoteur 

est un promoteur constitutif , regule et/ou tissu-specifique. 

14. Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que le promoteur 
est un promoteur viral. 

15. Adenovirus selon la revendication 14 caracterise en ce que le promoteur 
20 est choisi parmi les promoteurs E1A, MLP, CMV et LTR-RSV. 

16. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN heterologue comprend egalement, entre le gene therapeutique et le promoteur, 
une sequence de secretion. 

17. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
25 que la sequence d'ADN heterologue comprend un gene therapeutique et un gene 

marqueur, de preference le gene de la B-galactosidase. 

18. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
qu'il est depourvu au moins des regions de son genome qui sont necessaires a sa 
replication dans la cellule cible. 
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19. Adenovirus selon la revendication 18 caracterise en ce qu'il sagit d'un 
adenovirus humain de type Ad5 ou Ad2 ou canin de type CAV-2. 

20. Composition pharmaceutique comprenant tin ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon Tune des revendications 1 a 19. 

5 21. Composition pharmaceutique selon la revendication 20 caracterisee en ce 

qu'elle est sous forme injectable. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 20 ou 21 
caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10* 4 pfu/ml, et de preference 10^ a 
10*0 pfu/ml adenovirus recombinants defectifs. 

10 23. Cellule de mammifere caracterisee en ce qu'elle est modifiee par un 

adenovirus selon l'une des revendications 1 a 19. 

24. Cellule selon la revendication 23 caracterisee en ce qu'il sagit d'une 
cellule humaine. 

25. Cellule selon la revendication 24 caracterisee en ce qu'il sagit d'une 
15 cellule hematopoietique, notamment CD34, ou tumorale. 

26. Utilisation dun adenovirus selon la revendication 6 pour la production 
d'AAV recombinants. 

.27. Utilisation selon la revendication 26 caracterise en ce que les cellules 
productrices sont infectees par un adenovirus selon la revendication 6 et transferees 
20 par un plasmide portant les genes rep et cap. 

28. Utilisation selon la revendication 26 caracterise en ce que les cellules 
productrices sont co-infectees par un adenovirus selon la revendication 6 et par un 
adenovirus portant les genes rep et cap. 

29. Utilisation selon la revendication 26 caracterise en ce que les cellules 
25 productrices contierment les genes rep et cap integres dans leur genome et sont 

infectees par un adenovirus selon la revendication 6. 

30. Utilisation selon les revendications 26-29 caracterise en ce que les 
cellules productrices sont les cellules 293. 
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31. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce qu'il contient en 
outre une cassette d'expression des genes rep et cap. 

32. Adenovirus selon la revendication 31 caracterise en ce qu'il est depourvu 
de Tensemble des genes viraux a l'exception de la region E4. 
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of the globular domain IVa over the cell-binding site in the adjacent rod-like structures of laminin A chain * "* 



Basement membrane; Cell attachment; Integrin; Proteolytic fragment; Synthetic peptide 



1. INTRODUCTION 

Fragment PI generated from laminin by pepsin treat- 
ment was the first domain of the protein shown to be 
involved in cellular interactions [1,2], Various cells 
have been found which bind fragment PI with high af- 
finity (^ D -l-4nM) to an apparently homogenous 
class of receptors [3-5]. It was later shown that this 
binding site is latent both within laminin and within a 
larger PI -related fragment produced by cleavage with 



_^Iastas^LJhe-4>4^ 

prises the inner rod-like structure of the short arms of 
laminin and contains some 28 EGF-like repeats con- 
tributed by the A, Bl and B2 chains of laminin [7-9]. 
Its A chain segment also possesses the only RGD (Arg- 
Gly-Asp) sequence present in mouse laminin [9]. 
Similar sequences are involved in cell binding to several 
other proteins including fibronectin, vitronectin and 
collagens [10]. Here, we show by peptide and antibody 
inhibition and by proteolytic inactivation that the 
laminin RGD sequence very likely corresponds to the 
latent cell-binding site identified previously [6], and is 
recognized by cellular receptors of the integrin family. 

2. EXPERIMENTAL 

The mouse EHS tumor laminin-nidogen complex [11] and its large 
tryptic fragment Tl [12] were prepared as previously described. Both 

Correspondence address: M. Aumailley, Max-Planck-lnstitut fur 
Biochemie, D-8033 Martinsried, FRG 

Abbreviations: EGF. epidermal growth factor; EHS, Engelbreth- 
Holm-Swarm tumor; HPLC, high performance liquid chroma- 
tography; TLCK, tosyl lysyl chloromethane 



components were cleaved in 0.1 M glycine-HCl, pH 1.9 with pepsin 
(24 h, 25°C, enzyme-substrate ratio 1:100) to generate fragment PI 
which was then purified on a molecular sieve [12J. Some small pep. 
tides in the pepsin digest were bound to heparin -Sep harose (Phar- 
macia) equilibrated in 0.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI pH 7 4 and 
eluted with 0.5 M NaCl. This material was separated into 25 distinct ■ 
peaks by reversed phase HPLC and individual peptides were iden- 
tified by Edman degradation [13]. Trypsin inactivation of PI some 
synthetic peptides was performed at 37°C in 0.2 M NH4HCO1 
(enzyme-substrate ratio 1:100) and the reaction was stopped by 
adding TLCK. Laminin fragment PI was also isolated from humani 
£lajc^t«U141~Hunmn^lasn^ was f url her 4 



- l « V M«M^fi«iivw/ naj luiuivi 

purified on haparin-Sepharose. Synthetic peptides GRGDS (Pre-- 
mega) and RGES (Peninsula) were from commercial sources. Other & 
RGD-containing peptides (see fig. 1) were synthesized according to se-J§ 
quences of mouse [9] and human [15] laminin A chain, mou«l 
laminin Bl chain [16] and mouse nidogen [17] and kindly supplied by M 
Drs J. Knolle, S. Henke (Hoechst AG) and W. Stuber (Behring-fL 
werke). They were purified by HPLC and their structure was coft-Jf 
firmed by Edman degradation. " 

Cell attachment was determined in microtiter wells coated with op- 
timal substrate concentrations and adherent cells were analyzed aftcf 
staining, with Crystal violet by a colorimetric assay [18]. In the inhib!-^, 
tion assays cells (1-5 x lOVml) were mixed with synthetic peptide* | 
(1-500 /tg/ml) or various antibody dilutions and plated for 30 min $t'=jf 
37°C on coated microtiter wells. Cultured cell lines are identified faS 
table 1 and were those used in previous studies [5,18,191- A mon*f| 
clonal rat antibody against the a6 subunit of integrin VLA-6 (20) 
a rabbit antiserum against human fibronectin receptor [21] were media 
for inhibition. The latter was a kind gift from Dr G. Tarone (UnivcTr|| 
sity of Torino). i|| 



3. RESULTS AND DISCUSSION 

Examination of the adhesion of ten different 
lines (table 1) to laminin fragment PI showed typfcS^ 
dose-response profiles [5,18] with 30-80% of the ceffiy 
bound in the plateau region. Comparable attachm«|; 
profiles were observed for fibronectin and, with two#| 
ceptions (A375, SCIII), for the laminin-nidogin 
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Table I 

Inhibitory capacity (IC 5O = 50% inhibition) of GRGDS peptide for 
cell adhesion on laminin fragment PI and fibronectin (Fn) 



usion 
id 



>ition 
Wing 



ipsin 
t PI 
pep- 
•har- 
and 
tinct 
den- 
pme 
COj 
j by 
man 
kher 
Pro- 
thcr 
•> sc- 
>use 
dby 
ing* 
:on- 

: op- . 
ficr 
!ibi- ; 
;.dei 
nat ; 
|1 in ". 
no- 
ind 

.scd ~ 
er- 



cU 
al 

iu; 



Cell lines 



ICso («g/ml) on 



PI 



Fn 



HTI080, fibrosarcoma 


H 


<10 


500 


SAOS-2, osteosarcoma 


H 


<10 


>500 


A375, melanoma 


H 


<10 


nt 


HBL100, mammary epithelia 


H 


<I0 


>500 


RN22, Schwannoma 


R 


<10 


>500 


B16F10, melanoma 


M 


<10 


nt 


A431, epidermoid 


H 


100 


200 


SCII, epithelial Ca 


H 


>500 


nt 


SC1II, epithelial Ca 


H 


320 


nt 


Rugli, glioblastoma 


R 


50 


250 



H, human; R, rat; M, mouse; Ca, carcinoma; nt, not tested 



plex. Three more teratocarcinoma cell lines (mouse F9, 
PYS-2, human Tera-2) showed strong attachment on 
fibronectin but none on fragment PI substrates. This 
indicates the unique nature of the PI substrate whose 
cellular recognition is not necessarily correlated to that 
of laminin and fibronection. 

Adhesion of six cell lines to fragment PI could be 
clearly inhibited by less than 10 /<g/ml (20 ^M) required 
for 50Vo inhibition (fig. la) of synthetic GRGDS pep- 
tide (table 1) which corresponds to fibronectin cell- 
binding sequence [10]. About 20—50 times higher pep- 
tide concentrations were needed to achieve this inhibi- 
tion for the other four cell lines. This low sensitivity for 
GRGDS inhibition was generally observed when the 
same cells were exposed to fibronectin substrates (table 
1). Peptide GRGDS (10-500 /*g/ml) was completely in- 
active in inhibiting adhesion of HT1080, SAOS-2 and 
B16F 10 cells to laminin or laminin-nidogen (data not 
shown). This is in agreement with the previous observa- 
tion [6] that the PI binding site is not recognized by 
HT1080 cells in intact laminin. 

Specificity of peptide inhibition of cell adhesion to 
fragment PI was studied by using the variant RGES 
structure which was inactive up to 500 /<g/ml for 
HT1080 (fig. la), B16F10 and SAOS-2 cells. Similar 
observations have been reported for fibronectin [22], 
collagen type VI [18] and several other cell adhesion 
substrates. Also, no inhibitory activity for HT1080 
(fig. la) and A375 cells was found for the synthetic 
CDPGYIGSR-amide peptide which was designed ac- 
cording to a Bl chain sequence [16] present in fragment 

' This Peptide has been reported [23] to block cell 
adhesion to laminin by binding to a 68 kDa receptor. 

The RGD-containing sequence of laminin A chain [9] , 
^as synthesized as the 18-mer oligopeptide CQAGTF- 
rl i . GDNP Q Gcsp -amide and used in cyclic, disul- 
ndc-Imked and linear, alkylated forms for inhibition, 
ootn peptides were of equivalent inhibitory capacity 
*ncn compared with GRGDS on a molar basis for cells 




100 

Inhibitor (pH) 



1000 



.."ig.l. Peptide inhibition of attachment of HT1080 cells (a) and of 
A431 cells (b) on a laminin fragment PI substrate. Inhibitors used 
were GRGDS (•), RGES (O), CQAGTFALRGDNPQGCSP-amide 
corresponding to a mouse laminin A chain sequence which was used 
either in cyclic, disulfide-linked (A) or linear, S-carboxyamidated 
from (A), GDVEKRGDREEA from a human laminin A chain se- 
quence (■) SIGFRGDGQT from a mouse nidogen sequence (□), and 
CDPGYIGSR-amide (V) from a mouse laminin Bl chain sequence. 



highly sensitive to peptide inhibition as shown for 
HT-1080 cells (fig. la). Similar studies with cells where 
GRGDS is of low inhibitor potency against PI also 
showed no better inhibitory activity for the authentic 
laminin peptides (fig. lb). This indicates a small binding 
sequence, unlike that indicated by observations with 
fibronectin [22,24] where larger peptides were the bet- 
ter inhibitors. It also indicates that the disulfide- 
bonded loop structure supposed to exist in the EGF-iike 
repeats of laminin [25] is not important for activity. 
Another RGD sequence is found in the C-terminal 
globule of human laminin A chain [15] which is 
changed in mouse laminin [9] to AGG. A synthetic pep- 
tide corresponding to the human sequence GDVEKRG- 
DREEA was found to be of very low inhibitory potency 
for cell adhesion to fragment PI (fig. 1). A somewhat 
better activity was observed for the peptide SIGFR- 
GDGQT which corresponds to a sequence in mouse 
nidogen possibly involved in cell adhesion [17]. This 
suggests that amino acid residues adjacent to the RGD 
sequence determine its inhibitory activity in the PI 
adhesion assay. 
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Whether the active RGD sequence as shown here is 
conserved in laminin A chain of other species or in 
isoforms [8] of the chain is so far not known. We have 
therefore used laminin fragment PI prepared from pep- 
sin digests of human placenta [14] in ceil adhesion 
assays. Four cell lines (A375, A431, HBL-100, 
SAOS-2) showed attachment up to 60-100 ( Fo of the 
plateau levels achieved with mouse laminin PI. The at- 
tachment of A375 cells to human laminin PI could be 
inhibited by GRGDS with a similar sensitivity when 
compared to a mouse laminin PI substrate (data not 
shown). It indicates conservation of this particular 
RGD sequence in laminin of human and possibly other 
species. 

The latent nature of the PI cell-binding site was 
previously shown in radioligand assays with HT-1080 
cells [6]. We now examined the general nature of this 
masking effect by using a tryptic laminin fragment Tl 
which is larger than fragment PI [12] and was an inac- 
tive adhesion substrate for the cell lines listed in table 
1. Progressive pepsin treatment of fragment Tl led to 
increased attachment activity reaching eventually the 
levels of authentic PI (fig. 2a). After exposure by pepsin 
treatment this RGD sequence becomes sensitive to tryp- 
sin, which reduces cell attachment activity to negligible 
levels (fig. 2b). In agreement with this, trypsin treat- 
ment for 4 h reduced the inhibitory capacity of the 
cyclic 18-mer RGD-peptide of laminin (see above) to 
less than 5°/o (not shown). 

A structural explanation of these observations is pro- 
pose<rin~fig37tntffcati^^ 
sent in the rod-like domains Ilia and Illb in laminin A 
chain are connected to each other by a disulfide bond 
despite their separation in the primary sequence [9] by 
a 196-residue globular domain IVa, lacking cysteine 
residues. This would predict folding of IVa over adja- 
cent portions of Illa/IIIb, making the RGD sequence 
in intact laminin and fragment Tl inaccessible to 
cellular receptors and trypsin. There are several facts 
supporting this prediction. The EGF-like repeats of 
Illa/IIIb bordering the IVa sequence are both in- 
complete, but nevertheless complement each other to a 
full length repeat with 8 cysteine residues which should 
[25] bring domains Ilia and Illb in close proximity 
(fig. 3). Unmasking of the RGD could then occur by ex- 
tensive cleavage within domain IVa by pepsin without 
separating the link between domains Ilia and Illb. This 
is supported by our sequence analysis of various small 
peptides obtained from pepsin digests of laminin- 
nidogen identifying two peptides with either 12 or 13 
residues which both share the N-terminal sequence 
IKGG starting at position 1243 in domain IVa (fig. 3). 
It has been also observed that fragment Tl or similar 
adhesion-inactive fragments still possess globular do- 
mains of the short arms [22] which are no longer visible 
by electron microscopy after pepsin treatment [7,26]. 
Yet, the rods in fragment PI still have a length of 




i 0 2 Ik 0 1 4 24 

protease treatment (h) 

Fig. 2. Activation (a) and inactivation (b) of the cell-binding structure 
in laminin fragment PI by protease treatment for the indicated 
periods of time. In (a) the tryptic laminin fragment Tl was treated 
with pepsin and in (b) the pepsin fragment PI was treated with tryp- 
sin. Cell-binding properties of starting materials (0 h) and of digested 
materials were then determined with A375 cells by constructing dose- 
response attachment profiles using a colorimetric assay [18]. Plateau 
levels of attachment are indicated by the bars. 



26—37 nm while a 10-12 nm long rod [9,25] would 1 
have to be observed if pepsin cleavage separates do- 

lains-IHa-and-IXIb 

Recognition of RGD sequences in some adhesive 
proteins is due to cellular receptors of the integrin type 
[10,27]. To examine this possibility for the PI substrate 
we used an antiserum against human fibronectin recep- 
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Fig.3. Model of the possible disulfide bond junction between two in- 
complete EGF-like repeats in domains Ilia and Illb of mouse laminin 
A chain to explain masking of the RGD cell-binding site by folding 
of the inserted domain IVa over adjacent regions in Ilia and Mb. 
The model shows part of the amino acid sequence between positions 
1103-1416 of the A chain [9] with cysteine encircled. Numbering o« 
the eight cysteines and disulfide bonding pattern (C1-C3, C2-C*. 
C5-C6, C7-C8) is indicated as predicted [25] from the similarity to : 
EOF. Borders of the predicted EGF-like repeat contributed by II W ■ 
and Illb are marked by arrows. A normal size of the loop in U*_= 
postulated EGF-like repeat actually occupied by domain IVa »s tn-^ 
dicated by dots. The RGD sequence is boxed. Arrowheads in the do-p 
main IVa sequence mark identified pepsin cleavage sites. 
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Fig.4. Inhibition of attachment of HT1080 cells (full symbols) or 
A43I cells (open symbols) on a fragment PI substrate by anti- 
receptor antibodies. Inhibitors were rabbit antiserum against human 
fibronectin receptor (0,»), a purified rat monoclonal antibody 
against the a6 subunit of integrin VLA-6 (O) and for control normal 
rabbit serum (A). 



tor [21] which was previously shown to react with both 
its j3\ and a5 subunits. This antiserum showed com- 
plete and specific blocking of PI adhesion of two cell 
lines (fig.4) which differ considerably in their sensitivity 
to inhibition by GRGDS peptide (table 1). A mono- 
clonal antibody (GoH3) specific for the o>6 subunit of 
integrins was previously found to inhibit platelet adhe- 
sion to laminin [20]. This antibody was incapable of 
preventing cell adhesion to laminin fragment PI (fig.4) 
when tested in a concentration range completely block- 
ing cell adhesion of the same HT1080 cells to laminin 
or its major cell-binding fragment E8 [19]. These data 
indicate that cell adhesion to fragment PI is mediated 
by integrin receptors but since the/?l subunit is shared 
by several integrins [10,27] it does not suggest the ex- 
clusive involvement of the fibronectin receptor. 

Our data provide evidence that the single RGD se- 
quence present in the A chain component of laminin 
fragment PI is involved in a latent cell-binding site with 
binding activity for integrin receptors. While apparent- 
ly recognized by a large variety of cells it may not repre- 
sent the only cell-binding site in PI since the sequence 
YIGSR was also found to be active [23] and to prevent 
metastasis [28]. Mitogenic activity [29] and stimulation 
°l Pneochromocytoma PCI 2 cells (G. Tarone, personal 
communication) shared by laminin and its fragment PI 
arc insensitive to RGD and YIGSR peptide inhibition 
and therefore appear not to be masked indicating fur- 
th r »'^ Pendent ceIl " bindin g sites. The latent nature of 

c KGD binding site in fragment PI raises the question 
Dmr US i 8iCal relevance > which would necessitate 

oleo| y"c activation in situ, for example, during base- 



ment membrane remodelling. Proteolysis is a common 
mechanism in interacting protein systems but usually 
does not involve proteases such as pepsin working at 
acidic pH. Recent data ([30,31] and our unpublished 
results) with endothelial cells interacting with laminin 
substrates at neutral pH show interference by RGD 
peptides suggesting that these cells may possess a func- 
tional activation mechanism. The elucidation of such 
mechanisms will be crucial in understanding the role of 
this cell adhesion reaction. 
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